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Цель. Для исследования пространственно-временной изменчивости концентрации хлорофил-

ла а на больших масштабах широко используются данные погружных датчиков флуоресцен-

ции зондирующего комплекса CTD, а также данные, полученные с самостоятельно дрейфую-

щих буев BioArgo. В этих приборах датчики измерения интенсивности флуоресценции не обо-

рудованы темновой камерой, вследствие чего в светлое время суток под действием света часть 

реакционных центров фотосистемы 2 находится в неактивном состоянии. Это выражается 

в уменьшении измеренных значений интенсивности флуоресценции в верхнем перемешанном 

слое, связанном с процессом тушения флуоресценции, в то время как концентрация хлорофил-

ла а может оставаться неизменной. Цель работы – создать алгоритм коррекции тушения флуо-

ресценции, измеряемой в море, с помощью погружных датчиков.  

Методы и результаты. Показано, что фотосинтетически активная радиация уменьшается 

с глубиной в пределах верхнего квазиоднородного слоя почти на порядок. Флуоресценция 

хлорофилла а, измеренная погружным датчиком (без темновой камеры), в этом слое увеличи-

вается с глубиной. Установлена связь между интенсивностью освещения в среде обитания 

фитопланктона и долей активных реакционных центров фотосистемы 2 в клетках микроводо-

рослей. Связь описывается экспоненциальной зависимостью. Доля активных центров влияет 

на степень снижения интенсивности флуоресценции и, следовательно, на светоиндуцирован-

ное тушение флуоресценции.  

Выводы. Предложен универсальный алгоритм коррекции тушения флуоресценции в верхнем 

квазиоднородном слое. С помощью алгоритма получено почти однородное распределение 

флуоресценции в этом слое, которое соответствует результатам измерения концентрации хло-

рофилла а спектрофотометрическим методом.  

Ключевые слова: флуоресценция, фотохимическое и нефотохимическое тушение, реакцион-

ные центры, фотосистема 2, концентрация хлорофилла а, фитопланктон, BioArgo буи.  
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Purpose. Data from the immersion fluorescence sensors of the CTD complex and BioArgo floats are 

widely used for studying spatial and temporal variability of the chlorophyll a concentration on large 

scales. In these devices the fluorescence sensors are not equipped with a dark chamber; as a result, a part 

of the reaction centers of photosystem 2 is closed due to the sunlight effect. It is manifested in decrease 

of the measured fluorescence intensity in the upper mixed layer due to fluorescence quenching, while the 

chlorophyll a concentration can remain unchanged. The purpose of the work is to develop the algorithm 

for correcting the fluorescence quenching. 

Methods and Results. It is shown that photosynthetically available radiation decreases with depth 

within the upper mixed layer by almost an order, and the chlorophyll a fluorescence measured by the 

immersion sensor (without a dark chamber), increases with depth in this layer. Relationship between 

light intensity and share of open reaction centers of photosystem 2 in cell of microalgae was revealed. 

The relationship is described by the exponential function. The share of open centers effects on the 

degree of fluorescence intensity decreasing and therefore on fluorescence quenching induced by light. 

Conclusions. The universal algorithm for correcting fluorescence quenching in the upper mixed layer is pro-

posed. Due to its correction, almost uniform fluorescence distribution is obtained in the upper mixed layer 

which is in a good consistence with the results of chlorophyll a concentration measurements in situ. 

Keywords: fluorescence, photochemical and non-photochemical quenching, reaction centers, photo-

system 2, chlorophyll a concentration, phytoplankton, BioArgo floats. 
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Введение 

Концентрация хлорофилла а (Ca) – основного фотосинтетически актив-

ного пигмента – используется для расчета первичной продукции (ПП) 

и оценки трофического статуса акватории. Стандартный спектрофотометри-

ческий метод определения Ca 1 трудоемкий, требует специального оборудо-

вания и проводится только в лабораторных условиях. В настоящее время в 

качестве альтернативного подхода к оценке Ca широкое распространение по-

лучил флуориметрический метод определения Ca, основанный на соотноше-

нии между Ca и флуоресценцией [1, 2]. Точность флуориметрического метода 

расчета Ca определяется корректностью оценки этого соотношения, что осо-

бенно важно для мезотрофных вод [3].  

1 ГОСТ 17.1.4.02-90. Методика спектрофометрического определения хлорофилла а. Введ. 

1991-01-01. ИПК Издательство стандартов, 1999. 14 с. 
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В природных водоемах измеряют профиль интенсивности флуоресцен-

ции (F) с помощью специального датчика, который укрепляют на гидрологи-

ческом комплексе CTD. Для проведения долговременных наблюдений c вы-

соким пространственным разрешением используются разные дрейфующие 

буи, в том числе и буи проекта Biogeochemical-Argo (BGC-Argo). Современ-

ные модели позволяют измерять вертикальные профили гидрофизиче-

ских/гидрохимических параметров, в том числе и флуоресценции хлорофил-

ла а. BGC-Argo буи широко применяются для исследований в разных районах 

Мирового океана, включая и Черное море (http://biogeochemical-argo.org/). 

Известно [4], что в естественных условиях интенсивность флуоресцен-

ции хлорофилла а (F, мкЭ·м-3·с-1) зависит от световых условий среды (фото-

синтетически активная радиация (ФАР), мкЭ·м-2·с-1), концентрации хлоро-

филла а (Ca, мг·м-3) и физиологических характеристик фитопланктона 

(  *
ph λa , Fφ ): 

* *
ph FФАР φ ,a aF C a Q            (1) 

где 
*

pha – среднее по спектру значение показателя удельного (нормированно-

го на Ca) поглощения света пигментами фитопланктона  *
ph λa , м2·мг-1; Fφ  – 

квантовый выход флуоресценции, моль испускаемых фотонов / моль погло-

щенных фотонов; *
aQ  – коэффициент внутриклеточной реабсорбции флуо-

ресценции, безразмерный. 

С учетом приведенной выше зависимости (1) в верхнем квазиоднородном 

слое (ВКС) с однородным распределением Ca и pha  интенсивность флуорес-

ценции должна быть постоянной в пределах ВКС. Следует отметить кон-

структивную особенность датчиков, используемых с комплексом CTD 

и в BGC-Argo буях: в них отсутствует темновая камера. В таких датчиках из-

мерение F in vivo происходит без предварительной темновой адаптации фи-

топланктона, необходимой для открытия всех реакционных центров (РЦ) фо-

тосистемы 2 (ФС 2), с которой связаны процессы разложения Н2О и выделе-

ния О2. В светлое время суток в результате действия солнечного света часть 

РЦ ФС 2 переходит в неактивное состояние и развивается нефотохимическое 

тушение флуоресценции, что приводит к занижению значений F в подпо-

верхностном слое моря [5]. Нефотохимическое тушение флуоресценции связа-

но с рядом светоиндуцированных процессов, таких как образование электрохи-

мического протонного градиента на тилакоидных мембранах, тушение флуорес-

ценции каротиноидами (зеаксантин) и, наконец, фоторазрушение РЦ ФС 2 [6]. 

Цель работы – создать алгоритм, который позволит корректировать ту-

шение флуоресценции хлорофилла а, измеряемой в море с помощью погруж-

ных датчиков. Тестирование разработанного алгоритма выполняется на при-

мере Черного моря. 

Методы 
Работы проводились с 24 по 28 октября 2017 г., когда наблюдалась се-

зонная стратификация вод в глубоководной части Черного моря. В качестве 
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зондирующего комплекса использовали зонд SBE 911plus (Sea-Bird 

Electronics) с датчиками температуры, солености, плотности и флуоресцен-

ции хлорофилла а (F).  

Световые условия существования фитопланктона на разных глубинах во 

всем эвфотическом слое определяли, используя уравнение ослабления света 

Бугера – Ламберта [7]: 

d

0ФАР ФАР e ,
K z

Z
 

    (2) 

где ФАРZ  – ФАР, проникающая на глубину z; 0ФАР  – ФАР, падающая на 

поверхность моря; Kd – показатель диффузионного ослабления света, кото-

рый оценивали на основе данных видимости белого диска Секки (ZS) [8]: 

0,79
d S1,08 .K Z   

Глубину зоны фотосинтеза (Zeu) принимали равной глубине проникнове-

ния 1 % от величины 0ФАР . Значение Zeu определяли по формуле [8] 

Zeu = 4,6 / Kd, 

где 4,6 соответствует оптической глубине (Kd ‧ z), на которую проникает 1 % 

0ФАР . 

Величину E0 оценивали по формуле [9, с. 5] с учетом степени облачности 

в день измерений. Для ВКС рассчитывали среднее значение освещенности 

для всего слоя ( ВКСФАР ) в соответствии с работой [10, с. 1266]: 

вкс

eu

4,6

ВКС 0

вкс

eu

1 e

ФАР ФАР .

4,6

Z

Z

Z

Z

 
 
 
 

  

Проводили также эксперименты в лаборатории на борту научно-иссле-

довательского судна, чтобы оценить параметры переменной флуоресценции 

фитопланктона, адаптированного к разным световым условиям существова-

ния в ВКС. Интенсивность флуоресценции измеряли лабораторным флуори-

метром с высокой чувствительностью «МЕГА-25», разработанным на кафед-

ре биофизики биологического факультета МГУ [11]. Прибор позволяет с вы-

сокой чувствительностью на природном фитопланктоне определять значения 

флуоресценции хлорофилла а: 0F  (постоянная флуоресценция при открытых 

РЦ ФС 2), mF  (максимальная флуоресценция при закрытых РЦ ФС 2), 

V m/F F  (квантовый выход использования энергии света открытыми РЦ ФС 2) 

после темновой адаптации, а также tF  (квазистационарный уровень флуо-

ресценции у адаптированного к свету объекта) и '
mF  (максимальная флуорес-

ценция после продолжительного освещения) на постоянном свету – и рассчи-

тывать коэффициенты фотохимического и нефотохимического тушения флу-

оресценции хлорофилла, индуцированного светом в эксперименте. Значения 



 

mF  и '
mF  определяли при освещении насыщающей вспышкой (продолжи-

тельностью 0,8 с, интенсивностью 5000 мкЭ‧м-2‧с-1). Понижение интенсивно-
сти флуоресценции, обусловленное использованием энергии света в фото-
синтетических реакциях, называется фотохимическим тушением флуорес-
ценции, вызываемым действующим светом, и характеризует активность РЦ 
ФС 2: 

 

'
m t

P ' '
m 0

 ,F Fq
F F

−
=

−
                                                      (3) 

 

где '
0F  – постоянная флуоресценция после световой адаптации фитопланктона. 

Снижение сигнала флуоресценции в результате тепловой диссипации 
энергии возбуждения называется нефотохимическим тушением. Эти пара-
метры позволяют оценивать соотношение активных и неактивных центров 
фотосинтеза на свету. Методика измерения приведенных параметров и их 
физический смысл подробно описаны в работах [6, 12]. 

 
Результаты 

В середине светового дня в слое ВКС значения F, измеренные около по-
верхности моря, были меньше значений, зафиксированных в нижней части 
ВКС (рис. 1, зеленая линия). 

 

 
 

Р и с.  1. Профили вертикального распределения температуры Т (красная линия), интенсивно-
сти флуоресценции F, измеренной погружным датчиком зонда SBE 911plus (зеленая линия); 
профиль F, восстановленный с учетом интенсивности освещения (черная линия); концентра-
ции хлорофилла а aC  (синие квадраты) на отдельных станциях в разное время суток, октябрь 
2017 г. 
F i g.  1. Profiles of vertical distribution of temperature T (red line), fluorescence intensity F meas-
ured by the immersion sensor of probe SBE 911plus (green line); profile F reconstructed with account 
of light intensity (black line); chlorophyll a concentration aC (blue squares) at the individual stations 
in different periods of a day, October 2017 
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В исследуемый период ФАР0 составляла ~20 Э‧м-2‧сут-1 (на четырех стан-
циях) и ~15 Э‧м-2‧сут-1 (на шести станциях), что с учетом 9,6-часовой продол-
жительности светового дня равнялось 580 и 450 мкЭ‧м-2‧с-1 соответственно. 
Однородное распределение aC  в ВКС позволяет предположить, что фито-
планктон в ВКС перемешивается достаточно быстро и не успевает адаптиро-
ваться к условиям на конкретной глубине слоя ВКС. При этом физиологиче-
ские характеристики фитопланктона ( ( )*

ph λa , Fφ ) отражают его адаптацию
к ВКСФАР . Значение ВКСФАР  изменялось между станциями от 140 до 
290 мкЭ‧м-2‧с-1. На нижнюю границу ВКС (~18 м) проникало ~8 % (~1,4 Э‧м-2‧сут-1) 
от величины 0ФАР , что свидетельствует о высоком градиенте ФАР в преде-
лах ВКС. С учетом однородности ВКС по температуре, величинам aC
и ( )ph 455a  [13], уменьшение F (по данным погружного зонда) в пределах
ВКС связано с изменением под влиянием ФАР доли активных РЦ ФС 2 ( акd ) 
клеток водорослей и соответствует Pq . Значение акd  уменьшается с ростом 
уровня ФАР в среде обитания фитопланктона. При постоянном свете акd
можно определить по формуле (3) [14, с. 724], где tF  – квазистационарный 
уровень флуоресценции фитопланктона, адаптированного к свету, соответ-
ствующему естественным условиям существования. 

По данным измерений на отдельных глубинах ВКС между ак d  и ФАР 
получена связь (рис. 2), которая описывается экспоненциальной зависимо-
стью (при ФАР = 0 все РЦ активны, соответственно ак d  = 1): 

0,0019ФАР
ак . ed −=   (4) 

0 200 400 600 800 1000

ФАР, 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

d а
к

Р и с.  2. Зависимость величины доли открытых РЦ ФС 2 (dак) от интенсивности света (ФАР) 
в слое ВКС в Черном море в октябре 2017 г. 
F i g.  2. Dependence of the value of a portion of the open reaction centers (photosystem 2) (dак) upon 
light intensity (photosynthetically available radiation) in the Black Sea upper mixed layer in October, 
2017 
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мкЭ‧м-2‧с-1



 

На основе данных о ФАР0 и dK  с использованием уравнений (2) и (4) 
были рассчитаны ак d  для ВКС с высокой дискретностью по глубине (1 м): 

 

( ) ( )d
00,0019 ФАР e

ак e .
K z

d z
⋅−⋅−

=                                                (5) 
 

В связи с отсутствием темновой адаптации фитопланктона при измере-
нии F in vivo получаемые данные соответствуют величине tF , которая отра-
жает интенсивность флуоресценции фитопланктона, адаптированного к свету 
(естественные условия освещения). В этих условиях в клетках фитопланктона 
есть активные и неактивные реакционные центры фотосинтеза. Долю неак-
тивных РЦ ( неак d ), то есть РЦ, не участвующих в фотосинтезе и обладающих 
высоким уровнем нефотохимического тушения флуоресценции, определяли по 
формуле 

 

неак ак 1 .d d= −  
 

Потенциальная F неактивных РЦ, которая не регистрируется погружны-
ми датчиками (без темновой камеры), используемыми в комплексе с CTD 
и в BGC-Argo буях, определяется выражением 

 

неак t неак .F F d= ⋅  
 

Для нивелирования светоиндуцированного снижения F в ВКС и восста-
новления профиля реальной F ( реалF ) необходимо учитывать неакF : 

 

( )d
00,0019 ФАР e

реал t t 1 e ,
K z

F F F
− ⋅− ⋅  = + −  

  
 

 

( )d
00,0019ФАР e

реал t 2 e .
K z

F F
− ⋅− ⋅= −                                      (6) 

 

Пересчитанные по уравнению (6) профили флуоресценции и данные зон-
да представлены на рис. 1. 

В результате коррекции тушения флуоресценции получено (рис. 1), что 
реалF  превышает измеренную F в пределах всего ВКС. Наибольшие различия 

между реалF  и F получены в поверхностном слое (37–51 %). Таким образом, 
использование разработанного авторами алгоритма привело к увеличению 
флуоресценции в поверхностном слое в ~1,4–1,5 раза. Корректность вноси-
мого изменения зависит от точности оценки световых условий. В связи с тем, 
что мы использовали средний для светового дня уровень облученности, 
наибольшую точность восстановления получили для дневных зондирований. 

 
Обсуждение 

При работе с данными измерения флуоресценции хлорофилла а, реги-
стрируемыми с помощью погружного зонда, не оснащенного камерой для 
темновой адаптации фитопланктона, следует учитывать влияние света в слое 
ВКС на долю неактивных реакционных центров фотосинтеза, что определяет 
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нефотохимическое тушение флуоресценции (уравнение (1)). Ранее для BGC-

Argo буев с целью нивелирования влияния освещенности на величину F 

предлагалось использовать данные F, полученные в ночное время [15]. Одна-

ко такой подход (исключение дневных измерений F) ограничивает объем 

данных F, следовательно, лимитирует биологические исследования на основе 

измерений с помощью буев. При этом следует отметить, что измерение про-

зрачности вод и ФАР, которые являются важными факторами среды, опреде-

ляющими первично-продукционные характеристики фитопланктона, воз-

можно осуществлять только в светлое время суток. 

В настоящем исследовании на основе полученной зависимости доли не-

активных РЦ ФС 2 от ФАР разработан алгоритм коррекции тушения флуо-

ресценции хлорофилла а в ВКС. Использование этого алгоритма позволяет 

восстанавливать реальный профиль концентрации хлорофилла а. Фактически 

с помощью алгоритма мы получаем значения флуоресценции для случая, ко-

гда все РЦ ФС 2 открыты и активны и, следовательно, тушение F отсутствует 

(равно 0). Зависимость соотношения активных и неактивных центров от ФАР 

(уравнение (5)) имеет общий характер, поэтому алгоритм, основанный на 

этой зависимости, может быть использован для восстановления вертикально-

го профиля флуоресценции, а, следовательно, и концентрации хлорофилла а 

в разных акваториях. Коэффициент экспоненциальной зависимости (уравне-

ние (5)) получен для величины ФАР, осредненной за световой день. С целью 

уточнения алгоритма в дальнейшем планируется исследовать, как меняется 

значение этого коэффициента в течение светового дня.  

 

Выводы 
Предложен алгоритм, с помощью которого можно корректировать влия-

ние уровня облученности на соотношение между активными и неактивными 

РЦ фотосинтеза и, как следствие, восстанавливать профиль флуоресценции 

по данным измерения погружными датчиками, не оснащенными специаль-

ными камерами для темновой адаптации фитопланктона.  
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